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532 nm 低出力レーザーを用いた細胞増殖とニューロジェネシスに関する研究 
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低出力レーザー照射 (以下、LLI:Low-power laser 









ば、665 nm LLI と 675 nm LLI が線維芽細胞や内皮細
胞の増殖を促進させ、810 nm LLI では線維芽細胞の
増殖を抑制させるとの報告がある 3)。中枢神経系培
養細胞への照射では、ヒト由来脳腫瘍細胞 










神経幹 /前駆細胞  (以下、 NSPCs : NeuralStem/ 
Progenitor Cells) の細胞増殖と細胞内メカニズムの
検討は行われていない。 
	 脳腫瘍細胞 Glioma はその病態と悪性度から、
WHOによりグレード Iから IVまで区別されている。
グレード I は astrocytoma であり、アストロサイト様
形態を示し細胞増殖率が低い。悪性度の最も高いグ
レード IV は Glioblastoma と呼ばれ、細胞増殖率が極
めて高い。これらの WHO グレードの悪性度が高い
細胞ほど膜タンパク質である Notch の発現が高いこ




細胞 Glioblastoma(A-172 株)に対し、808 nm LLI (近
赤外光)は細胞周期を遅延させ 6)、405 nm LLI (青紫
色光)は細胞死を誘発させること 7)が示されてきた。
本研究では、532 nm LLI (緑色光) を用いて細胞増殖
率および細胞内増殖関連タンパク質 Akt に対する影
響を検討した。つづいて、Notch の活性を抑制する
     It has been reported that the low-power laser irradiation (LLI) can promote cell proliferation and 
survival. We designed two experiments in order to improve the mechanism and usability of 532 nm LLI. 
First, the γ-secretase inhibitor (GSI) has been shown to inhibit expression of amyloid beta (Aβ), but GSI 
also has a side effect of reducing cell survival. Thus we examined whether 532 nm LLI can rescue the 
GSI side effect or not. In the results, GSI application depressed cell proliferation as well as cell survival 
compared to control. GSI down-regulated Aβ but up-regulated p-PTEN and suppressed p-Akt. 
Application of 532 nm LLI in the presence of GSI significantly recovered the GSI-mediated effects, i.e., 
LLI could decrease elevated p-PTEN, while increased p-Akt expression with keeping Aβ suppression. 
The LLI effects had a dose-dependency. Second, since 532 nm LLI promoted activity of Akt, we examined 
effect of 532 nm LLI via Akt on neural stem/progenitor cells(NSPCs) in culture cells and adult mouse 
brain. In the result, LLI promoted proliferation of excitatory NSPCs and promoted differentiation of 
inhibitory NSPCs. In the adult mouse brain, LLI facilitated migration of inhibitory NSPCs from layer 1 





ある amyloid precursor protein (APP)の活性に
も関与することが知られている。つづいて、532 nm 
LLI の NSPCs への検討をするため、マウス胎児から
ニューロスフィア法に基づいて初代培養を行った
(in vitro実験)。興奮性細胞が産生されるマウス胎生
期 (E)10.5 の前脳 (FB), 抑制性細胞が産生される
E14.5 の基底核隆起(GE), それらの細胞が混在して
いる E16.5 の大脳皮質(Crx)からニューロスフィアを
作成した。成体の NSPCs へ対する検討(in vivo実験)
には、軽度脳虚血の条件下で大脳新皮質第一層の
NSPCs が抑制性神経へ分化し深い層へ細胞遊走す






装置(SUWTECH, LDC-2500: Nd:YVO4, CW, 532 nm)
を用いた。パワーは 60 mW、照射面積は 7.1 ×10-2 cm2、
単位面積当たりの照射パワーは 845 mW/cm2であっ
た。培養細胞への LLI は、37℃下で CulturePal CO2 
(Cosmobio)を使用し 5%CO2を保持した。 
2-2.	 細胞培養(A-172,	 NSPCs)	 
	 ヒト由来脳腫瘍細胞(Glioblastoma A-172: JCRB, 
#0228)は 10% FBS-DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium)培地を使用した。継代は 0.1% trypsin-PBS
で分散し、播種した。GSI (calbiochem)は LLI の 3 時
間前に最終濃度 25 µM で添加した。 
	 NSPCs 培養は E10.5 と E14.5、E16.5 から単離培養
した。培地は F12/DMEM に 100μg/ml Transferrin、30 








Cell counting kit-8: CCK-8 法 (Dojindo)と DAPI 染色
と Neurosphere のサイズ計測を行った。 
2-4.	 培養細胞の免疫蛍光染色  
	 細胞は 4%PFA 固定し、ブロッキング後 4℃オーバ
ーナイトで一次抗体: Anti-pS473 Akt、anti-p-Pten Ser380/ 





	 成体 FVB マウス(P>60)はガス麻酔で沈静化させ、




術(sham control)マウスとした。10 分間の CCA 閉塞
が軽度かの検討および LLI の細胞死への影響の検討
には triphenyltetrazolium chloride: TTC 染色を用いた。 
2-6.	 脳切片の免疫蛍光染色	 
	 LLI 直後に 50 mg/kg で 5–ethynyl–2′–deoxyuridine: 
EdU を腹腔注射し 8)、4 時間後と 5 日後にマウスを
4%PFA で心臓還流固定し脳を取り出し、2 時間後固
定した。脳切片は冠状断面で 50 μm にし、Ki67 の
抗原賦活化には 80℃恒温水槽で 30分間熱処理した。
EdU 染色は Click-iT Plus EdU Alexa Fluor 647 imaging 
kits(life technologies)を使用した。マウス抗体のブロ
ッキングには M.O.M kit(Vector)を使用した。一次抗
体:anti-GAD67, anti-Ki67 は 4℃でオーバーナイトし、
核染色には Hoechst 33342 を使用した。 
2-7.ウエスタンブロット	 
	 培養細胞または脳ブロックに溶解溶液(10 mM Tris 
HCl, 1 mM EDTA, 1 mM sodium orthovanadate, 1mM 
PMSF 2.5 mM sodium pyrophosphate, 1 mM 
β-glycerophosphate, protease inhibitor cocktail (Sigma), 1% 
Triton X-100) と loading dye を加えた。電気泳動とメン
ブレン転写後、BSA と Dry milk でブロッキングし、4℃
オーバーナイトで一次抗体 : anti-pAkt, anti-Akt, 
anti-GAPDH 反応させた。HRP 標識二次抗体反応後、





3.	 結果 1:A-172 に対する LLI 効果	 
3-1.	 細胞増殖率と Akt への影響	 
	 細胞増殖率は、定点撮影法に基づく細胞計数法と





パク質である Akt は LLI により活性化が促進され、
反 対 に Akt の 調 節 タ ン パ ク 質 で あ る PTEN 













3-2.	 GSI との併用	 
	 GSI は APP からの Aβ切断を阻害するが、同時に
Notch の切断も阻害し Notch-Pten-Akt 経路を抑制し
てしまうことが細胞生存に関わる重篤な副作用を誘
引している。LLI が Akt を活性化する効果がみられ
たことから、GSI 条件下でも Akt を活性化し副作用
を抑制できるかどうかを検討した。非照射群、LLI
群、GSI 群、併用群(LLI+GSI)において、LLI から 24、
48 時間後に細胞数計測を行った。GSI を添加すると, 
非照射群のコントロールよりも細胞増殖を抑制した
が, GSI に加えて LLI を併用すると細胞増殖は再び




は Pten を活性化させ Akt を抑制したが、LLI との併













4.	 結果 2:マウス神経幹細胞に対する LLI 効果
4-1.	 初代培養 NSPCs	 
	 CCK-8 分析による細胞増殖率は、E10-前脳由来の
興奮性NSPCsはLLIによって有意に増殖が増加した
が、E14-MGE 由来の抑制性 NSPCs では増殖率は非
照射コントロールに比べ増加しなかった(Fig.3A)。 
E10-NSPCs は DAPI によるカウントと Neurosphere
のサイズ測定による増殖率算出においても同様に
LLI による増殖促進が示された。トランスメンブレ
ンを用いた検討では E14.5 GE 由来の細胞は細胞遊
走が促進していることが示された。ニューロスフィ
アをLLI直後にウエスタンブロットで検討したとこ


















Fig.2:	 GSI と LLI 併用時の細胞内タンパク質への効果	 





Fig.3：培養細胞の NSPCs に対する LLI効果	 
4-2.	 成体マウス大脳新皮質の NSPCs	 









Ki67- GAD67+ EdU+細胞は LLI 照射がコントロール
に比べてより深い層で多く観察された (KS-test, 




のウエスタンブロットでは、照射部位の p-Akt と Akt
が非照射に比べ有意に増加した。2 日後には Akt は
減少し非照射コントロールと差がなくなり LLI によ



























が Akt 経路に関連する報告は、632.8 nm LLI が
PI3K/Akt 経路を介してアフリカミドリザル腎細胞 
(COS-7)の細胞増殖を照射量依存的に促進すること
や 10)、 632.8 nm LLI によって骨格筋細胞の p21 の発
現が抑制されることが報告されている 11)。 また、
Akt は興奮性神経細胞になる NSPCs には自己増殖促
進、抑制性神経細胞になる NSPCs には分化誘導促進
として働くことが知られており、本実験の LLI が
E10.5FB 由来 NSPCs には増殖促進を示し、E14.5GE
由来の NSPCs には細胞遊走を促進したことと一致
する。532 nm LLI による Akt の活性化は 2 日後には
減少しコントロールと同じ値となった。血液に対す
る 632.8 nm LLIの報告においても T細胞と IL-2濃度
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